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PfePTEOOS CON CAPACroAD DE UNIRSE AL FACTOR TRANSFORMANTE 

DE CRECIMIENTO pi (TGF-pi) 

CAMPO DE LA INVENCION 

5 La invencion se refiere, en general, a peptides que tienen la capacidad de unirse 

al factor transformante de crecimiento pi (TGF-pi) y a sus aplicaciones. En particular, 
la invenci6n se refiere a peptides inhibidores de la actividad biol6gica del 
TGF-pl mediante su union directa al TGF-pi, y a su empleo en el tratamiento de 
enfermedades o alteraciones patol6gicas basadas en una expresi6n excesiva o 

10 desregulada del TGF-pl. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

El TGF-pl es una glicoproteina perteneciente a una superfamilia de proteinas 
reguladoras (citoquinas) estructuralmente relacionadas entre si, incluida dentro de una 

15 de las tres isoformas descritas en mamlferos (TGF-beta 1, 2 y 3). La isoforma mas 
abundante es TGF-pi, que consiste en un homodimero de 25 kDa compuesto por 2 
subunidades unidas por un puente disulfuro. La secuencia de amino&cidos del TGF-pi 
humano ha sido descrita por, por ejemplo, Derynck K et al,, *THuman transforming 
growth factor-beta complementary DNA sequence and expression in normal and 

20 transformed cells". Nature 316 (6030), 701-705 (1985). 

El TGF-pl es xma mol6cula cuya secuencia estd altamente conservada en 
tSrminos evolutivos. Aunque originalmente se defini6 por su capacidad para inducir 
proliferacidn independiente de adhesi6n y cambios morfol6gicos en fibroblastos de rata, 
investigaciones posteriores han revelado que el TGF-pi es un inhibidor general del a 

25 proliferacion en un gran niimero de tipos celulares. Es producido por una gran variedad 
de tipos celulares y en diferentes tejidos durante todas las fases de la diferenciaci6n 
celular. Produce ima gran variedad de efectos biol6gicos, genera potentes y muy a 
menudo opuestos efectos en el desarrollo, fisiologia y respuesta inmune. Informaci6n 
sobre el papel del TGF-pi en la diferenciaci6n y regeneraci6n hepitica, y en la fibrosis 

30 hepitica, asi como los efectos del TGF-pi sobre la matriz extracelular, puede 
encontrarse en la solicitud de patente espafiola ES 2146552 Al. 
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Teniendo como objetivo el estudio de los mecanismos de accidn del TGF-pl, se 
han descrito una decena de protefnas (receptores de membrana y proteinas de matriz 
extracelular) que interaccionan con esta citoquina. 

Por otra parte, debido a que numerosas enfmnedades o alteraciones patol6gicas 

5 est6n asociadas con una expresidn en exceso o desregulada del TGF-pi , per ejemplo, las 
fibrosis asociadas con la p6rdida de funci6n de un 6rgano o tejido, o complicaciones 
quirurgicas o estSticas, resulta interesante buscar productos capaces de inhibit la 
actividad biol6gica del TGF-pl, dado que tales productos podrian ser potencialmente 
utilizados en terapia humana o animal como bloqueantes de las consecuencias 

0 patol6gicas de una expresi6n en exceso o desregulada del TGF-pi. 

Las estrategias habitualmente utilizadas para inhibir la actividad biol6gica del 
TGF-pl incluyen, entre otras, el empleo de (i) anticuerpos especificos neutralizantes, 
(ii) oligos antisentido del gen codificante del TGF-pl que bloquean su expresi6n, o (iii) 
receptores solubles del TGF-pl que actuan de forma similar a los anticuerpos. El 

5 empleo de anticuerpos permite un bloqueo total y especifico de esta citoquina (TGF-pl) 
aunque se potencian ciertos efectos secundarios tanto por la presencia de 
inmunoglobulinas ex6genas en sangre como por los efectos derivados del bloqueo 
sist^mico del TGF-pi. Ademds, la estabilidad en el tiempo de las inmimoglobulinas no 
permite un control a tiempos cortos del bloqueo en la actividad de esta citoquina. Los 

10 oligo antisentido inhiben la producci6n del TGF-pl a nivel de expresi6n g6nica, lo que 
puede generar desregulaciones inq)ortantes en todos los procesos en lo que interviene 
esta citoquina. 

Recientemente se ha desarroUado otra estrategia basada en el empleo de p^tidos 
inhibidores de la actividad biol6gica del TGF-pi. En este sentido, la solicitud de patente 
15 espafiola ES 2146552 Al describe unos peptides siat^ticos procedentes tanto del TGF- 
pl como de sus receptores, o de proteinas con capacidad de uni6n al TGF-pl, que 
pueden ser utilizados como inhibidores de la actividad bioldgica del TGF-pi. 

COMPENDIO DE LA INVENCI6n 

10 La invencidn se enfrenta, en general, con el problema de buscar nuevos 

compuestos capaces de inhibir la actividad biol6gica del TGF-pi. 
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La solucidn proporcionada por la presente invencidn se basa en que los 
inventores ban identificado mos pdptidos capaces no solo de \mirse al TGF-pi sino, 
adem&s, capaces de inhibir la actividad biol6gica del TGF-^l mediante su iinidn directa 
al propio TGF-pl. Algunos de estos peptidos ban sido identificados mediante el empleo 

S de la tecnologla asociada con las librerias de fagos que pennite determinar p6ptidos, con 
un tamano tipicamente comprendido entre 6 y 15 aminoacidos, que presentan una uni6n 
de alta afinidad con el TGF-pi, cuantificando, posteriormente, mediante ensayos in 
vitro e in vivo^ la capacidad de inhibici6n de la actividad biol6gica del TGF-|31 de los 
distintos peptidos, Otros peptides ban sido obtenidos mediante truncamiento de peptides 

10 previamente identificados mediante dicha tecnologia asociada con las librerias de fagos. 

Los peptides capaces de unirse al TGF-pl, en particular, aquellos capaces de 
inhibir la actividad bioldgica del TGF-pi mediante su imi6n directa al TGF-pi son 
potencialmente utiles para el tratamiento de enfermedades y alteraciones patol6gicas 
asociadas con ima expresi6n en exceso o desregulada del TGF-pl. Asimismo, los 

IS peptidos capaces de unirse al TGF-pi proporcionan ima herramienta para el estudio del 
papel biol6gico del TGF-pi (atin por dilucidar en muchos campos de la regulacidn de 
distintos procesos bioldgicos). 

Por tanto, un aspecto de esta invencidn se relaciona con unos p^tidos que 
poseen la capacidad de unirse al TGF-pl. En una realizaci6n particular y preferida, 

20 dichos p6ptidos tienen, ad^i&s, la capacidad de inhibir la actividad biol6gica del TGF- 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con una composici6n farmac6utica 
que comprende, al menos, uno de dichos peptides. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con el empleo de dichos peptidos en la 
25 elaboraci6n de un medicamento para el tratamiento de enfermedades y alteraciones 
patol6gicas asociadas con una expresi6n en exceso o desregulada del TGF-pi. Ejemplos 
ilustrativos de dichas enfermedades o alteraciones patol6gicas asociadas con \ma 
expresi6n en exceso o desregulada del TGF-pi incluyen la fibrosis asociada con la 
p^rdida de funci6n de im 6rgano o un tejido asi como complicaciones quirurgicas y/o 
30 est^ticas. 
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En otro aspecto, la inveiici6n se relaciona con secuencias de ADN que codifican 
para dichos pdptidos. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con una construcci6n de ADN que 
comprende una secuencia de ADN que codifica para un peptide proporcionado por esta 
5 invencidn. 

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un vector que comprende dicha 
secuencia de ADN o dicha construcci6n de ADN. 

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con una c61ula hospedadora, tal como 
una c^lula hospedadora transformada, que comprende dicha construcci6n de ADN o 
10 dicho vector. 

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con im procedimiento para producir 
vn pdptido proporcionado por esta invencidn que comprende cultivar dichas celulas 
hospedadoras bajo condiciones que permiten la expresidn de dicho pdptido y, si se 
desea, recuperar el p^tido obtenido. 
IS En otro aspecto, la invencidn se relaciona con el empleo de dichas secuencias de 

ADN y construcciones de ADN en la elaboracidn de vectores y cdlulas para el 
tratamiento de enfermedades y alteraciones patoldgicas asociadas con una expresidn en 
exceso o desregulada del TGF-pi mediante terapia g6nica. 

20 BREVE DESCRIPCI6n DE LAS FIGURES 

La Figura 1 muestra esquematicamente la posicidn de \m p^tido de 15 
aminoacidos (aa), gen^ticamente fusionado a la proteina pIII, en la superficie del 
bacteridfago filamentoso Ml 3. 

La Figura 2 muestra esquematicamente la posicidn genica del inserto, que 
25 codifica para un p6ptido de 15 aa, en el genoma del bacteridfago Ml 3 y la posicidn del 
p6ptido en la secuencia de la proteina pni. 

La Figura 3 muestra esquematicamente la seleccidn de peptides mediante la 
t^cnica de ''Biopanning". El TGF-pi biotinilado se inmoviliza en placas que contienen 
estreptavidina (a traves de la unidn biotina-estreptavidina). La libreria de fagos es 
30 seleccionada sobre la base de la interaccidn entre el TGF-pi y los peptides presentados 
por los fagos. Los fagos con baja afinidad por el TGF-pi son eliminados mediante 
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lavados. Los fagos retenidos en la placa son eluidos mediante descenso de pH. Tras tres 
ciclos de enriquecimiento de fagos con alta afinidad por el TGF-pi, los fagos se aislan y 
secuencian (v^ase el Ejenq)lo 1) [Leyendas de la Figura 3: '"a": Liberia de fagos 
presentando pdptidos de 15 aa; "b": Infecci6n enE. colt (K91Kan)(amplificaci6n); "c": 
Purificaci6n de los fiigos; "d": Incubacidn de los fagos con concentraciones decrecientes 
de TGF-pi; "e": Lavados; *T': Eluci6n de los fagos unidos (ipH); "g": Infecci6n en 
cepa de E. coli; **h": Selecci6n de colonias infectadas (tetraclina); "i": Aniplificaci6n de 
los fagos seleccionados; y "j"': Secuenciaci6n del ADN (coirespondiente al peptido) al 
cabo de tres ciclos de "biopanning"]. 

La Figura 4 es una representaci6n de un irbol de analogias de secuencia entre 
los peptides de 15 amino4cidos identificados mediante una libreria de fagos. 

La Figura 5 es un diagranaa que muestra el efecto de la concentraci6n de TGF- 
pi sobre el crecimiento de la linea celular Mv-l-Lu, expresada en forma de captacidn 
de timidina tritiada en cuentas por minuto (c.p.m.). 

La Figura 6 es un diagrama iltistrativo del protocolo de induccion de daflo 
hep4tico agudo (vease el Ejemplo 3). 

descripci6n detallada de la invenci6n 

En un aspecto, la invencidn se relaciona con vn p6ptido, en adelante, peptido de 
20 la invenci6n, cuya secuencia de aminodcidos comprende entre 3 y 15 restos de 
aminodcidos consecutivos de una secuencia de aminodcidos seleccionada entre la SEQ 
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 
6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, 
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, 
25 SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21 y 
SEQ ID NO: 22, y sus sales farmac^uticamente aceptables. 

Los peptides de la invenci6n tienen la capacidad de unirse al TGF-pl. Algunos 
de dichos p6ptidos tienen, ademds^ la capacidad de inhibir, in vitro y/o in vrvo, la 
actividad biol6gica del TGF-pl. 
30 La capacidad de los peptides de la invenci6n de imirse al TGF-pi se puede 

determinar mediante cualquier m^todo apropiado que permita detenninar la uni6n entre 



10 



wo 2005/019244 



PCT/ES2004/000320 



6 

dos mol^culas, por ejemplo, mediante tin ensayo de afinidad, que comprende poner en 
contacto el TGF-pi con el p^tido a ensayar bajo condiciones que penniten la mii6n de 
dicho p6ptido al TGF-pi y evaluar la imi6n entre el peptide y el TGF-pi. En una 
realizaci6n particular, dicho ensayo de ajBnidad puede realizarse utilizando TGF- 

5 pi marcado radiactivamente, por ejemplo, '^I-TGF-pi humano, tal como se describe en 
ES 2146552 Al. Altemativamente, el compuesto que puede estar marcado es el p^ptido 
a ensayar. En general, este tipo de ensayos de afinidad comprende poner en contacto 
TGF-pi, por ejemplo, inmovilizado en \ma placa bloqueada con estreptavidina, con el 
p^ptido cuya capacidad de uni6n al TGF-pl se desea conocer, y, tras incubar durante un 

10 periodo de tiempo apropiado, analizar la uni6n del peptide al TGF-pl . Los peptides con 
baja afinidad por el TGF-pi son eliminados mediante lavados mientras que los p6ptidos 
con mayor afinidad permanecen unidos al TGF-pl y pueden ser liberados rompiendo 
las interacciones moleculares entre ambas mol^culas, lo que puede realizarse, por 
ejemplo, bajando el pH. Ensayando el peptide fiente a distintas concentcaciones de 

IS TGF-pi, o viceversa, se puede obtener una idea de la afinidad del peptide en cuesti6n 
firente al TGF-pl. La capacidad de los pdptidos de la invenci6n de inhibir la actividad 
biol6gica del TGF-pi in vitro se puede evaluar y, si se desea, cuantificar, mediante im 
ensayo de inhibici6n del crecimiento de la Unea celular Mv-l-Lu, una linea celular 
derivada de epitelio pulmonar de vis6n cuya proliferaci6n es inhibida por el TGF- 

20 pi (v6ase el Ejemplo 2). 

La capacidad de los peptides de la invenci6n de inhibir la actividad biol6gica del 
TGF-pl in vivo se puede evaluar y, si se desea, ciiantificar mediante un ensayo en un 
modelo animal de daflo hepdtico agudo inducido, por ejemplo, por administracidn de 
tetracloruro de carbono (CCI4) (v6ase el Ejemplo 3). Como es conocido, el dano 

25 hepdtico agudo genera una cascada de efectos y respuestas fisiol6gicas que incluye la 
elevaci6n de los niveles del TGF-pl, responsable, entre otros efectos, de la expresi6n 
del gen de col&geno de tipo I, entre otros. 

Dentro del alcance de esta invenci6n se encuentran las sales farmacduticamente 
aceptables del p6ptido de la invenci6n. El t6rmino "sales farmac6uticamente aceptables" 

30 incluye las sales habitualmente utilizadas para formar sales metdlicas o sales de adici6n 
de icidos. La naturaleza de la sal no es critica siempre y cuando sea farmac^uticamente 
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aceptable. Las sales faniiac6uticaniente aceptables del p6ptido de la invencibn pueden 
obtenerse a partir de &cidos o bases, org^cos o inorginicos. Dichas sales pueden 
obtenerse por mStodos convencionales bien conocidos por los t^cmcos en la materia. 

En una realizaci6n particular, la invencidn proporciona un p^ptido que 

5 comprende 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 6 15 restos de aminoicidos consecutivos 
de una secuencia de amino&cidos seleccionada entre la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID 
NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 
13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 

10 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 22, y sus sales 
farmac6uticainente aceptables. 

En iina realizaci6n concreta, la mvenci6n proporciona un peptide seleccionado 
del grupo formado por los peptides identificados por la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID 

15 NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 1 1, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 
13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 
18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 22, y sus sales 
fermaceuticamente aceptables. 

En otra realizaci6n concreta, la invenci6n proporciona un peptide seleccionado 

20 del grupo formado por los peptides identificados por la SEQ ID NO: 24, SEQ ED NO: 
25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 
30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 
35 y SEQ ID NO: 36, y sus sales farmac^uticamente aceptables. Estos peptides 
comprenden entre 9 y 14 restos de aminodcidos consecutivos de la secuencia de 

25 aminodcidos del p^tido identificado por la SEQ ID NO: 17 y ban sido obtenidos por 
truncanaiento de dicho p6ptido (Ejemplo 4). 

En otra realizaci6n concreta, la invenci6n proporciona un p6ptido seleccionado 
del grupo formado por los peptides identificados por la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, 
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 17, 

30 SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 33 y SEQ ID NO: 34 y sus sales farmac6uticamente 
aceptables. Los peptides identificados por la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID 
NO: 11, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 17, presentan actividad inhibidora de la 
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actividad bioldgica de TGF-pl, tanto in vitro como in vivo; el peptide identificado por 
la SEQ ID NO: 2 presenta linicainente actividad inhibidora de la actividad bioldgica de 
TGF-pl in vivo; y los p6ptidos identificados por la SEQ ID NO: 3 y SEQ ED NO: 18, 
presentan unicamente actividad inhibidora de la actividad biol6gica de TGF-pi in vitro. 

5 Los peptides identificados por la SEQ ID NO: 33 y SEQ ID NO: 34 presentan actividad 
inhibidora de la actividad biol6gica de TGF-pl in vitro. 

Para la identificaci6n inicial de peptides con capacidad de unirse al TGF-pi se 
ha utilizado la tecnologia asociada con las librerias de fagos que permite detemainar 
peptides que presentan una um6n de alta afinidad con el TGF-pi, y cuantificar, 

10 posteriormente, mediante ensayos in vitro e in vivo, la capacidad de inhibicidn de la 
actividad bioldgica del TGF-pi de los distintos p6ptidos. La secuencia de los peptidos 
que se unen al TGF-pl, inhibiendo in vitro o in vivo la actividad bioldgica del TGF-pl, 
se puede deducir a partir de la secuencia del ADN correspondiente al cabo de varios 
ciclos de "biopanning", generahnente 3. El enq)leo de librerias de fagos para identificar 

IS inhibidores de ciertos productos ha sido descrita, por ejemplo, por Chirinos-Rojas C.L. 
et al., en imnunology, 1999, Jan. 96(1): 109-1 13; McConnell S.J., et al., en Gene 1994, 
Dec. 30, 151(1-2):115-118; o Smith G.P., Science, 1985, Jun. 14, 228(4705): 1315- 
1317. 

Por tanto, la invencidn proporciona un m^todo para la identificacidn de p^tidos 
20 que tienen la c^acidad de unirse al TGF-pi que conoiprende: 

(i) utilizar una libreria de fagos que comprende una pluralidad de fagos 
filamentosos, conteniendo el genoma de cada uno de dichos fagos 
una secuencia de nucledtidos que codifica para un p^ptido diferente 
ligada al gen de una protefna de la cubierta del fago, con lo que cada 

25 fago contiene un p^tido diferente gen^ticamente fiisionado a una 

proteina de la cubierta del fago; 

(ii) seleccionar, mediante un ensayo de afinidad, los fagos que contienen 
los peptides que se unen con mayor afinidad al TGF-pi; y 

(iii) determinar la secuencia de los peptides que se unen al TGF-pi, a 
30 partir de las secuencias de ADN correspondientes insertadas en los 
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fagos seleccionados en la etapa (ii) y que codifican para dichos 
p6ptidos que se unen al TGF-pi . 
En una realizaci6n particular, con el fin de obtener peptides de IS ainino&cidos 
capaces de unirse con alta afinidad al TGF-pi y con posible actividad inhibitoria de la 

S actividad biol6gica de dicha citoquina, se utiliz6 una libreria de fagos compuesta por 
una pluralidad de bacteri6fagos filamentosos (Ml 3) conteniendo cada uno de ellos un 
p6ptido diferente, de 15 aminoacidos, gen^ticamente fusionado a una proteina de la 
cubierta del fago, en este caso unido al extremo N-temainal de la proteina de cubierta 
pin. De esta forma, el fago presenta sobre su superficie un p6ptido de 15 aminodcidos, 

10 en cada una de las cinco mol^culas de la proteina de superficie, mientras en su interior 
contiene el ADN que codifica para dicha secuencia peptidica. En las librerias de fagos 
la secuencia codificante para el p6ptido proviene de xina secuencia degenerada en cada 
una de las 15 posiciones con los 20 aminodcidos naturales, lo que permite la 
presentaci6n de 1,1x10^^ secuencias posibles de 15 aminodcidos en diferentes fagos. La 

15 relaci6n fisica, 1 a 1, entre la secuencia peptidica y el ADN que lo codifica en el 
bacteri6fago permite seleccionar, de entre un gran ntimero de variantes, aquellas 
secuencias que se imen especificamente al TGF-pi. Este proceso se realiza mediante un 
ensayo de afinidad. 

En una realizaci6n particular, dicho ensayo de afinidad consiste en un protocolo 
20 de selecci6n in vitro denominado "biopanning". Brevemente, dicha t6cnica consiste en 
la incubaci6n de un conjimto de fagos representantes, a efectos practices, de todas las 
variantes de p6ptidos de 15 aminodcidos (en este caso), en una placa bloqueada con 
estreptavidina a la que se le afiade TGF-|31 biotinilado. El TGF-pi biotinilado queda 
anclado a la placa a trav6s de la interaccion biotina-estreptavidina, con lo que queda 
25 correctamente presentado para su interaccidn con los p6ptidos portados por los fagos. 
Tras una incubacidn se eliminan los fagos no unidos mediante lavados y posteriormente 
se eluyen los &gos unidos especificamente, mediante tm descenso de pH que rompe las 
interacciones moleculares entre el TGF-pi y los p6ptidos presentados por los &gos. Los 
&gos eluidos son, entonces, anq>lificados mediante infecci6n en una cepa bacteriana. El 
30 proceso se repite un total de 3 rondas, de manera que el contenido de fagos que se unen 
especificamente y con alta afinidad al TGF-pi se va enriqueciendo. La concentraci6n de 
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TGF-pl biotinilado utilizado para bloquear las placas se va reduciendo progresivameate 
en cada ronda, por ej^plo, de 2,5 a 0,01 y finalmente 0,001 ^g/ml. De este modo, los 
fagos seleccionados en cada ronda presentan cada vez mayor grado de afimdad por el 
TGF-pl. Al final del proceso los fagos que ban sido seleccionados por su afinidad con 
S el TGF-pi son secuenciados con cebadores. Esto permite obtener las secuencias de los 
p6ptidos presentados en los fagos. 

El Ejemplo 1 ilustra la selecci6n de p^ptidos que se unen al TGF-pi mediante 
Ubreria de fagos, selecci6n por *T)iopanning" y secuenciaci6n de los peptides con uni6n 
de alta afinidad al TGF-pl . 
10 La invenci6n tainbi6n proporciona un m6todo para la identificaci6n de peptides 

que tienen la capacidad de unirse al TGF-pi que comprende truncar peptides que 
poseen la capacidad de unirse al TGF-pi y ensayar la capacidad de dichos peptides 
truncados paia unirse al TGF-pi. Los peptides truncados pueden obtenerse por 
cualquier n:i6todo convencional, por ejemplo, por sfntesis qiiinuca (dado su tamano) de 
is las versiones truncadas del p^tido por su extreme N-temiinal, C-terminal o por ambos 
extremes. La capacidad de dichos p6ptidos truncados para unirse al TGF-pi puede 
determinarse mediante cualquier m^todo apropiado que permita determinar la uni6n 
entre dos mol^culas, por ejemplo, mediante un ensayo de afinidad, que comprende 
poner en contacto el TGF-pl con el p6ptido a ensayar bajo condiciones que permiten la 
20 union de dicho p6ptido al TGF-pi y evaluar la uni6n entre el p6ptido y el TGF-pl, tal 
como se ha mencionado previamente. Asimismo, la capacidad de dichos p6ptidos 
truncados de inhibir, in vitro y/o in vfvo, la actividad biol6gica del TGF-pi puede 
ensayarse por cualquiera de los ensayos mencionados en esta descripci6n. 

Debido al papel que desempefia el TGF-pi en numerosos procesos biol6gicos, 
25 una consecuencia de la actividad inhibidora del TGF-pi de los peptides de la invencidn 
tiene que ver con el desarroUo potencial de una nueva familia de fdrmacos litiles para el 
tratamiento de enfermedades y alteraciones patol6gicas asociadas con una expresi6n en 
exceso o desregulada del TGF-pi, ya que tales peptides permiten bloquear el exceso o 
desregulacidn de dicha citoquina que origina dafio. 
30 Los peptides de la invenci6n, por tanto, pueden utilizarse en el tratamiento de 

enfermedades o alteraciones patol6gicas asociadas con una expresi6n en exceso o 
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desregulada del TGF-pl, tales como (i) la fibrosis asociada con la p^rdida de fimci6ii de 
un 6rgano o un tejido, por ejenq>lo, fibrosis pulmonar, fibrosis hep&tica (cirrosis), 
fibrosis renal, fibrosis corneal, etc., asi como (ii) las complicaciones quirurgicas y/o 
est6ticas, por ejemplo, fibrosis asociada con la cirugia cut&iea y peritoneal, fibrosis 
S asociada con quemaduras, fibrosis osteo-articular, queloides, etc. 

Por tanto, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con una composici6n 
farmac^utica que comprende una cantidad terap6uticamente eficaz de \m peptido de la 
invenci6n junto con, al menos, un excipiente fainiac6uticamente aceptable. La 
composici6n farmac^utica proporcionada por esta invenci6n puede contener uno o mds 
10 peptides de la invencidn, junto con, opcionalmente, uno o mds, compuestos inhibidores 
del TGF-pi altemativos. Dicha composici6n fannaceutica es util para su administracidn 
y/o aplicaci6n en el cuerpo humano o animal, preferentemente en el cuerpo humane. 

El empleo de peptides, tales como los peptides de la invenci6n, en lugar de 
utilizar anticuerpos u oligos antisentido, presenta numerosas ventajas, ya que son 
15 moleculas pequeflas, con mayor capacidad de difusi6n y de vida media mds corta, Los 
peptidos pueden Uegar a tener una elevada afinidad por el TGF-pi, pero se degradan 
mis rdpidamente que los anticuerpos pudi6ndose controlar mediante dosificaci6n los 
efectos sec\mdarios adversos. Tambien es mds accesible la vehiculizaci6n de los 
peptides a organos o tejidos diana en comparaci6n con otro tipo de compuestos. 
20 Los peptidos de la iavencidn pueden administrarse para tratar las enfermedades 

y las alteraciones patol6gicas asociadas con una expresidn en exceso o desregulada del 
TGF-pi por cualquier medio que produzca el contacto del p6ptido de la invencion con 
el sitio de acci6n del mismo en el cuerpo humano o animal. La cantidad de peptido, 
derivado o sal farmac6uticamente aceptable del mismo que puede estar presente en la 
25 composici6n farmac^utica proporcionada por esta invencidn puede variar dentro de un 
amplio intervalo. 

La dosificacidn para tratar ima enfermedad o alteracidn patol6gica asociada con 
una expresidn en exceso o desregulada del TGF-pi con los p^tidos y/o composiciones 
farmac6uticas de la invencidn dependerd de numerosos factores, incluyendo la edad, 
30 estado del paciente, la severidad de la enfermedad o alteracidn patoldgica, la mta y 
frecuencia de administracidn y del p6ptido de la invencidn a administrar. 
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Las composiciones fannac^uticas que contienen los p6ptidos de la invenci6n 
pueden presentarse en cualquier forma de administraci6n, por ejemplo, s61ida o Uquida, 
y pueden administrarse por cualquier via apropiada, por ej^plo, por via oral, 
parenteral, rectal o tdpica, para lo cual incluir^ los excipientes &nnac6uticamente 

S aceptables necesarios para la formulacidn de la forma de adnunistraci6n deseada, por 
ejemplo, pomadas (lipogeles, hidrogeles, etc.)^ colirios, aerosoles por nebidizaci6n, 
soluciones inyectables, bombas osm6ticas, etc. Una revisi6n de las distintas fonnas 
£EirmacSuticas de administraci6n de medicamentos y de los excipientes necesarios para 
la obtencidn de las mismas puede encontrarse, por ejenq>lo, en el "Tratado de Farmacia 

10 Gal6nica", C. Fauli i Trillo, 1993, Luz&i 5, S.A. Ediciones, Madrid. 

El empleo de los peptides de la invenci6n en la elaboraci6n de dicha composici6n 
fiEurmac^utica constituye im aspecto adicional de esta invenci6n. Por tanto, en otro 
aspecto, la invenci6n se relaciona con el empleo de un p^ptido de la invenci6n en la 
elaboraci6n de im medicamento para el tratamiento de enfermedades o alteraciones 

IS patol6gicas asociadas con ima expresi6n en exceso o desregulada de TGF-pl, tales 
como la fibrosis asociada con la p&dida de funci6n de im 6rgano o un tejido, por 
ejemplo, fibrosis puhnonar, fibrosis hepdtica (cirrosis), fibrosis renal, fibrosis corneal, 
etc.; o las complicaciones quinirgicas y/o est^ticas, por ejemplo, fibrosis asociada con la 
cirugia cutanea y peritoneal, fibrosis asociada con quemaduras, fibrosis osteo-articular, 

20 queloides, etc. 

Los peptidos de la invenci6n pueden obtenerse por metodos convencionales, por 
ejemplo, mediante tecnicas de sintesis quimica sobre fase s61ida; pinificarse mediante 
cromatografia liquida de alta resoluci6n (HPLC); y, si se desea, se pueden analizar 
mediante tecnicas convencionales, por ejemplo, mediante secuenciaci6n y 

25 espectrometria de masas, andlisis de aminoacidos, resonancia magn6tica nuclear, etc. 

Altemativamente, los p6ptidos de la invenci6n pueden obtenerse mediante la 
tecnologia del ADN recombinante. Por tanto, en otro aspecto, la invenci6n proporciona 
ima secuencia de ADN que codifica para \m p6ptido de la invenci6n. Dicha secuencia de 
ADN puede ser deducida facilmente a partir de la secuencia del pdptido. 

30 Dicha secuencia de ADN puede estar contenida en una construccidn de ADN. 

Por tanto, la invenci6n proporciona una construcci6n de ADN que comprende una 
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secuencia de ADN que codifica para un p^tido de la invenci6n. Dicha construcci6n de 
ADN puede incorporar, operativamente unida, una secuencia reguladora de la e>cpresi6n 
de la secuencia de ADN que codifica para el p^tido de la invenci6n. Las secuencias de 
control son secuencias que controlan y regulan la transcripci6n en su caso, la 

5 traducci6n del p6p1ido de la invenci6n, e incluyen secuencias promotoras, terminadoras, 
etc., fiincionales en celulas hospedadoras transfonoadas que comprenden dicha 
secuencia o construcci6n de ADN. En una realizaci6n particular, dicha secuencia de 
control de expresidn es funcional en bacterias. Ventajosamente, dicha construcci6n de 
ADN comprende, adem&s, un marcador o gen que codifica para un motivo o para un 

10 fenotipo que permita la selecci6n de la c61ula hospedadora transfonnada con dicha 
construccidn de ADN. La construcci6n de ADN proporcionada por esta invenci6n 
puede obtenerse mediante el empleo de t6cnicas ampliamente conocidas en el estado de 
la tdcnica [Sambrook et al., "Molecular cloning, a Laboratory Manual", 2"^ ed.. Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, N.Y,, 1989 Vol 1-3]. 

15 La secuencia de ADN o la construcci6n de ADN proporcionadas por esta 

invenci6n, pueden ser insertadas en un vector apropiado. Por tanto, en otro aspecto, la 
invenci6n se relaciona con un vector, tal como un vector de expresi6n, que comprende 
dicha secuencia o construcci6n de ADN. La elecci6n del vector dependera de la c61ula 
hospedadora en la que se va a introducir posteriormente. A modo de ejemplo, el vector 

20 donde se introduce dicha secuencia de ADN puede ser un pldsmido o un vector que, 
cuando se introduce en una c^lula hospedadora, se integra o no en el genoma de dicha 
c^lula. La obtencidn de dicho vector puede realizarse por m6todos convencionales 
conocidos por los t^cnicos en la materia [Sambrok et al., 1989, citado supra]. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con una c61ula hospedadora, tal como 

25 una c61ula hospedadora transfonnada, que comprende \ma secuencia de ADN o una 
construcci6n de ADN proporcionadas por esta invenci6n. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con un procedimiento para producir 
un peptide de la invenci6n que comprende crecer xma c^lula hospedadora que 
comprende la secuencia o construccidn de ADN proporcionada por esta invenci6n bajo 

30 condiciones que permiten la producci6n de dicho peptide de la invenci6n y, si se desea, 
recuperar dicho peptide de la invencidn. Las condiciones para optimizar el cultivo de 
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dicha celula hospedadora depender^ de la c6Iula hospedadora utilizada. Si se desea, el 
procedimiento para producir el p6ptido de la invencidn incluye, ademis, el aislamiento 
y purificaci6n de dicho p6ptido. 

En. otro aspecto, la invenci6n se relaciona con el empleo de dichas secuencias de 

5 ADN y construcciones de ADN en la elaboraci6n de vectoies y c61ulas para el 
tratamiento de enfermedades y alteraciones patol6gicas asociadas con una e?q)resi6n en 
exceso o desregulada del TGF-pi mediante terapia g^nica. De acuerdo con este aspecto 
de la invencidn, dichas secuencia o construcci6n de ADN se ponen en contacto con un 
vector de transferencia g^nica, tal como un vector viral o no viral. Vectores virales 

10 apropiados para poner en pr&ctica esta realizaci6n de la mvenci6n incluyen, pero no 
est&n limitados a los siguientes, vectores adenovirales, vectores adenoasociados, 
vectores retrovirales, vectores lentivirales, vectores alfavirales, vectores herpesvirales, 
vectores derivados de coronavirus, etc, Vectores de tipo no viral apropiados para poner 
en practica esta realizaci6n de la invenci6n incluyen, pero no estfin limitados a los 

15 siguientes: ADN desnudo, liposomas, poliaminas, dendrfaneros, glicopoUmeros 
cati6mcos, complejos liposoma-policati6n, protemas, sistemas de transferencia genica 
mediados por receptor, etc. 

Los siguientes ejemplos ilustran la invenci6n y no deben ser considerados 
limitativos del alcance de la misma. 



wo 2005/019244 



PCT/ES2004/000320 



15 

EJEMPLOl 

Selecci6n de peptides que se unen a! TGF-pl mediante librerfa de fagos 
Para la obtenci6n de secuencias de IS aminoicidos capaces de unirse con alta 
afinidad al TGF-pi y con posible actividad inhibitoria de la actividad bioldgica de esta 

S citoquina, se utiliz6 una tecnica de seleccidn in vitro basada en la tecnologfa 
desairollada a partir de las librerias de fagos. Estas librerias constan de bacteri6fagos 
filamentosos (M13) que contienen un peptide gen^ticamente fusionado a ima protefna 
de la cubierta del virus, en este caso unido al extremo N-terminal de la protefna de 
cubierta pIU (Figura 1). De esta forma el fago presenta sobre su superficie xm p6ptido de 

10 IS amino&cidos, en cada una de las S mol6culas de esta protefna que presenta el fago ea 
su superficie, mientras en su interior contiene el ADN que codifica para dicha secuencia 
peptidica. En las librerias de fagos la secuencia codificante para el p6ptido proviene de 
una secuencia degenerada en cada una de las 15 posiciones con los 20 aminoicidos 
naturales. Esto permite la presentaci6n de 1,1x10^^ secuencias posibles de 15 

15 aminoicidos en diferentes fagos. La relaci6n fisica, 1 a 1, entre la secuencia peptidica y 
el ADN que lo codifica en el bacteri6fago permite seleccionar, de entre un gran numero 
de variautes, aquellas secuencieis que se unen especificamente al TGF-pl. Este proceso 
se realiza mediante un protocolo de selecci6n in vitro denominado "biopanning". 

La libreria de fagos utilizada para la realizaci6n de este ejemplo precede de ima 

20 segunda amplificaci6n de la libreria primaria descrita por T» Nishi, H, Tsuri y H. Saya 
[Exp. Med. (Japan) 11, 1759 (1993)], cedida por el laboratorio de George P, Smith. 
Informaci6n adicional sobre esta tecnologia puede encontrarse en la siguiente pdgina 
web: 

htt p://www.biosci.misso\iri.edu/smithgp/PhageDisplavWebsite/PhageDisplavW 
25 dex.html 

T6cnica de selecci6n (Biopanning") 
Esta t6cnica consiste en la incubaci6n de un conjunto de fagos, representantes (a 
efectos prdcticos) de todas las variantes de 15 aminodcidos, en ima placa bloqueada con 
30 estreptavidina (10 ^xg/ml en NaHCOa 0,1 M, 2h a temperatura ambiente) a la que se le 
afiade TGF-pi biotinilado. El TGF-pi biotinilado queda anclado a la placa a trav^s de 
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la interaccidn biotma-estreptavidina, con lo que queda coirectamente presentado para su 
interacci6n con los p6ptidos portados por los fagos. El TGF-pl se pone en contacto con 
los p^ptidos portado por los fagos a una concentraci6n de 3x10"* virus/ml y se deja 
incubar durante 12 horas aproximadamente. Tras la incubaci6n, se eliminan los fagos no 

S unidos mediante S lavados con PBS/Tween (tainp6n fos&to salino/polioxialquilen 
derivados de 6steres de icidos grasos de sorbitano) y posterionnente se eluyen los fagos 
unidos especificamente, mediante un descenso de pH (buffer de eluci6n) que rompe las 
interacciones moleculares entre el TGF-|31 y los p^ptidos presentados por los fagos. Los 
fagos eluidos son, entonces, amplificados mediante infecci6n en una cepa bacteriana (E, 

10 coll). El proceso se repite un total de 3 rondas, de manera que el contenido de fagos que 
se unen especificamente y con alta afirddad al TGF-(31 se va enriqueciendo (Figura 3). 
La concentraci6n de TGF-pi biotioilado utilizado para bloquear las placas se va 
reduciendo progresivamente en cada ronda de 2,5 a 0,01 y finalmente 0,001 ng/ml. De 
este modo, los fagos seleccionados en cada ronda presentan cada vez mayor grado de 

15 ajSnidad por el TGF-pi. Al final del proceso los fagos que ban sido seleccionados por 
su afinidad con el TGF-pi, son secuenciados con cebadores, tras ser aislados mediante 
resistencia a tetraciclina que confieren los fagos modificados gen6ticamente tras infectar 
c61ulas de E, colL Esto permite obtener las secuencias de los p6ptidos presentados en los 
fagos de im nt^ero de clones obtenido de colonias aisladas. El nihnero de veces que se 

20 repite una secuencia, correspondiente a un peptido de 15 aminoicidos portado por cada 
clon, del total de clones secuenciados da una idea del grado de afinidad relativa que 
tiene dicha secuencia de 15 aminodcidos por el TGF-pi. 

Secuencia de los p6ptidos 

25 Para la obtenci6n de clones de los fagos, obtenidos a partir del '"biopanning" se 

realiza una selecci6n en presencia de un antibidtico de colonias bacterianas infectadas 
por estos fagos, cuya resistencia viene dada por un gen de resistencia a tetraciclina 
presente en el genoma de los &gos. Con este m6todo lonicamente crecen colonias 
infectadas por bacteri6fagos. Asf cada colonia contiene el genoma de un unico fago al 

30 que le corresponde la secuencia de un solo peptido presentado en su superficie. 
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De las 108 colonias de bacterias infectadas por &gos, derivados de la lUtima 
ronda de selecci6n por ^'biopaxming, se secuenci6 la porci6n del genoma que engloba la 
regi6n correspondiente a los p6ptidos presentados en la proteina pIII utilizando el 
cebador identificado mediante la SEQ ID NO: 23. De este modo se obtuvieron las 
S secuencias que se muestran en la Tabla 1 donde se indican adem&s el ntimero de 
colonias (clones) que portaban dichas secuencias. 

Tabla 1 

Secuencias de aminodcidos procedentes de los fagos que interactiian con el 
10 TGF-pl 



SEO ID NO: 


N° de colonias 


1 


6 


2 


1 


3 


41 


4 


18 


5 


1 


6 


12 


7 


2 


8 


2 


9 


1 


10 


1 


11 


4 


12 


1 


13 


6 


14 


2 


15 


1 


16 


1 


17 


3 


18 


1 


19 


1 


20 


1 


21 


1 


22 


1 



El numero de clones (colonias) de cada secuencia da una idea relativa del grado 
de afinidad entre los p6ptidos y el TGF-pi, o sea, a mayor ni^ero de clones mayor 
afinidad de uni6n. Sin embargo, el grado de afinidad no se coiresponde con la 
IS capacidad de bloquear la actividad del TGF-pi puesto que el p^ptido mds activo, el 
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peptide identificado con la SEQ ID NO: 17 (v&mse las Tablas 2 y 3) da 3 clones, 
mientras que el pSptido identificado con la SEQ ID NO: 3, que da 41 clones, es mucho 
menos activo en el ensayo de dano hep&tico agudo (Tabla 3). Aunque no se desea estar 
vinculado a ninguna teoria, esta cuestion podiia ser e3q)licada sobre la base de que el 
S p6ptido xnds activo bloquearia probablemente la uiii6n del TGF-pi a su receptor. 

Comparaci6n de las secuencias peptidicas 
Las secuencias obtenidas faeron analizadas con el programa CLUSTAL W 
(1.81). Este programa genera un agrupamiento multiple de secuencias en funci6n de sus 
10 analogias de secuencia aminoacidica. Los peptides quedan asi agrupados por familias 
estructurales ^igura 4). En base a las analogias que presentan estos p6ptidos se pueden 
sugerir motivos menores de uni6n al TGF-pl o gmpos de p6ptidos que se unen a 
diferentes regiones del TGF-pi. 



15 EJEMPLO 2 

Inhibici6ii de la actividad biol6gica in vitro del TGF-pi mediante p£ptidos en 
ensayos de proliferaci6n con c£Iulas Mv-l-Lu 

La Unea celular Mv-l-Lu (CCL-64, American Type Cell Culture, Virginia, 
Estados Unidos) deriva de epitelio pulmonar de visdn, crece en monocapa y responde al 

20 TGF-pi ex6geno con una disminuci6n de su proliferaci6n (Figura 5). La inhibici6n 
mediante p6ptidos de esta citoquina es capaz de restablecer su crecimiento y refleja la 
capacidad de los distintos peptidos como intaibidores de la actividad biol6gica in vitro 
del TGF-pl. Los peptides ensayados fueron obtenidos mediante slntesis peptidica 
siguiendo procedimientos convencionales (Merrifield RB. J Am Chem Soc 1963; 

25 85:2149-2154; Alherton E et al. J Chem Soc Perkin Trans 1981; 1:538-546). 

Las c^lulas Mv-l-Lu se cultivan hasta la subconfiuencia en medio completo 
[RPMI-1640 suplementado con L-giutamina, pimvato s6dico, antibidticos y 10% de 
suero de temera fetal (FBS)] a 37**C y 5% de CO2 en botellas de 162 cm^ (Costar 
Corporation, CA, USA). Las c^lulas, tras tripsinizado, se cultivan en 200 \il de medio 

30 completo en placas de 96 pocillos a una densidad inicial de 5.000 c61ulas/pocillo, a 37**C 
y 5% CO2. durante 6 horas para permitir su adhesi6n. Posteriormente se anaden los 
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tratamientos de los diferentes p^tidos a distintas concentraciones, comenzando con 200 
jig/ml y se afiade TGF-pl (Human Transforming Growth Factor-pi, Roche) a una 
concentraci6n de 200 pg/ml. Tras 12 horas de incubacidn se afiade 1 ^Ci de metil-^H- 
timidina (Amersham Life Science, Buckinghamshire, Reino Unido) por pocillo en 25 

5 de medio limpio (RPMI-1640) y se incuba la placa 12 horas mis en las mismas 
condiciones. Finahnente, se cosechan las celulas (Filtermate 196 Harvester, Packard) 
transfiri^ndose la timidina tritiada, iacorporada en la sintesis de ADN, a placas 
(UniFilter-96 GF/C®, Perkin Elmer)y la radiactividad se cuantifica, tras adici6n de 
llquido de centelleo, en un contador de centelleo (Top Coxmt, Microplate Scintillation 

10 Counter, Packard). Como control positivo y negativo se utilizo la incorporaci6n de 
timidina tritiada en ausencia y presencia de TGF-pi, respectivamente. La inhibicion de 
la actividad del TGF-pi en este ensayo se calcul6 mediante la siguiente f6rmula: 

lOOx (cpm con peptide ~ cpm control negativo) 

%Inhibici6n = 



J 2 (cpm control positivo - cpm control negativo) 

El control negativo representa la incorporacion de timidina tritiada en presencia 
de TGF-pl, pero en ausencia de p6ptido, mientras que el control positivo se refiere al 
mismo pardmetro en ausencia de TGF-pl y p^ptido. Asi se puede medir el porcentaje de 
20 inhibici6n de los peptides sobre la actividad bioldgica del TGF-pi, por su capacidad de 
revertir el efecto represor de esta citoquina sobre la proliferaci6n de la Unea celular 
Mv-l-Lu(Tabla2). 
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Tabla2 

Efecto de los peptides obtenidos mediante la selecci6n por '^biopanning" sobre la 
inliibici6ii de la actlvidad biol6gica in vitro del TGF-pl, calculado a partir del 
restablecimiento del crecimiento de la Ifnea Mv-l-Lu 





/o xiuiiDicion 


1 
1 






-O 0^ 4- A CI 




10 -1- 1 *? 


A 


3, Do ± /,Z 


< 


ID, /o ± /, / 


o ■ 




7 




Q 
O 




9 


4 98 ± 9 5 


10 


-4,58 ±0,9 


11 


27,36 ±0,9 


12 


10,70 ±0,9 


13 


17.97 ±4.3 


14 


3.62 ±5,6 


15 


13,45 ±9,5 


16 


9,47 ±4,2 


17 


38,92 ±2,3 


18 


21,29 ±2,8 


19 


9,71 ± 3,2 


20 


6,16 ±9,5 


21 


13.40 ±3,2 


22 


4.13 ± 1,4 


P144 


7,26 ±3,53 



Los p6ptidos identificados como SEQ ID NO: 3, 1 1, 17 y 18 inhiben la actividad 
biol6gica in vitro del TGF-pl con un porcentaje de mhibici6n superior al 20%. 

Adidonalmente, se ha comparado la actividad del p6ptido identificado como 
P144 en la solicitud de patente espafiola ES 2146552 Al con la actividad del p^ptido 
id^tificado mediante la SEQ ID NO: 17 en cuanto a su capacidad para revertir el efecto 
represor del TGF-pi sobre la proliferacidn de la Mnea celnlar Mv-l-Lu previamente 
descrito, observ^dose una mejor actividad del pdptido identificado como SEQ ID NO: 
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EJEMPL0 3 

Iiiliibici6n de la actividad biol6gica in vivo del TGF-pl mediante p^ptidos en un 
modelo de dafio hepfitico agudo, inducido por CCI4 

El daflo hep&tico agudo genera una cascada de efectos y req)uestas fisioldgicas 
5 que incluye la elevacidn de los niveles de TGF-pl. Esta elevacidn es la responsable de 
inducir la expresi6n, entre otros, del gen de coldgeno de tipo I. En este modelo de daflo 
hepdtico agudo en ratones hembras Balb/C de 25 a 30 g de peso, se administran por via 
oral 2 ^1 de CCI4 por gramo de rat6n en relacidn volum6trica de 1: 1 con aceite de mafz. 
El grupo control recibe un volumen equivalente de aceiie de maiz, y los grupos tratados 

10 reciben, tras la dosis inicial de CCI4. 50 ^ig de peptido en 500 ^1 de suero fisiol6gico al 
1% en DMSO (dimetilsulf6xido) cada 24 h. Tras 72 horas todos los animales son 
sacrificados y se realiza el procesamiento de las muestras hepdticas; para evaluar la 
expresi6n de ARNm se congel6 tejido hepdtico en nitr6geno liquido almacendndose 
seguidamente a -80**C hasta su utili2aci6n. Otras muestras de tejido hepdtico fiieron 

15 conservadas en OCT® o Tissue-Tek® (Sakura Finetek B.V.) procesandose de la misma 
manera que las muestras destinadas a extracci6n de ARNm, y tambi^n se conservaron 
muestras en formol tamponado al 10%, para su posterior inclusi6n en parafina y 
evaluacidn histoI6gica. Posteriormente se cuantifica el nivel de ARNm de coldgeno tipo 
I de todos los grupos mediante PGR cuantitativa. En la Figura 6 se muestra un diagrama 

20 de flujo correspondiente a la induccion, toma de muestras y cuantificaci6n de los 
resxiltados en el ensayo de daflo hepdtico agudo. La capacidad de los p6ptidos 
estudiados de bloquear el daflo agudo, medido segtin los niveles de ARNm de coldgeno 
de tipo I inducido se determin6 cuantiJBcando este ARN por PGR en tiempo real. En la 
Tabla 3 se muestra el grado de inhibici6n de la expresi6n de coldgeno correspondiente a 

25 cada uno de los peptides. Los p6ptidos ensayados fueron obtenidos mediante sintesis 
peptidica siguiendo procedimientos convencionales (Merrifield RB. J Am Ghem Soc 
1963; 85:2149-2154; Atherton E et al. J Chem Soc Perkin Trans 1981; 1:538-546). 
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TablaS 

Efecto de los p^ptidos obtenidos mediante la selecci6ii por ^^iopanning" sobre la 
inhibicidn de la actlvidad biol6gica in vh^o del TGF-pl, calculado sobre la 
uiliibici6n de la inducci6n de ARNm de coldgeno tipo I en un modelo de dafio 
5 hep&tico agudo 



SEQIDNO: 


% Inhibicidn 


1 


0,69 


2 


36,6 ±30.7 


3 


2,09 


4 


5130 ± 15.3 


5 


Nes 


6 


74,94 ±25,3 


7 


Neg 


8 


Neg 


9 


26,59 


10 


Neg 


11 


3934 ±21,9 


12 


Neg 


13 


32,70 


14 


49,84 ±24 


15 


14,26 


16 


Neg 


17 


93,09 ±9,6 


18 


Neg 


19 


12,12 


20 


1,41 


21 


Neg 


22 


Neg 


P144 


-3,51 ± 36 



(Neg: negativo) 



Los p6ptidos identilBcados como SEQ ED NO: 2, 4, 6, 11, 14 y 17 inhiben la 
actividad bioldgica in vivo del TGF-Pl con un porcentaje de inhibici6n superior al 35%. 

10 Adicionalmente, se ha compaiado la actividad del p^ptido identificado como 

P144 en la solicitud de patente espafiola ES 2146S52 Al con la del p6ptido identificado 
mediante SEQ ID NO: 17 en cuanto a su capacidad para inhibir la expresidn del ARNm 
del col&geno de tipo I en el ensayo de dafio agudo hepdtico en ratones previamente 
definido. En este ensayo conq)arativo, se observa que el p^ptido identificado como SEQ 

IS ID NO: 17 inhibe la e?q)resi6n del ARNm del col&geno de tipo I mucho mds que el 
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p6ptido identificado como P144 en la solicitud de patente espafiola ES 2146552 Al que 
no tiene actividad. Los resultados obtenidos con los ensayos comparativos (Ejemplos 2 
y 3) ponen de manifiesto que un p6ptido ilustrativo de los pdptidos de esta invenddn (el 
p6ptido identfficado mediante la SEQ ID NO: 17) es m&s activo que un p6ptido 
5 Uustrativo de la soUcitud de patente espafiola ES 2146552 Al (el p^ptido identificado 
como P144) en los ensayos de proliferaci6n con c61ulas Mv-l-Lu y en un modelo de 
dano hepdtico agudo. 

EJEMPL0 4 

10 Inliibici6n de la actividad bioUgica in vitro del TGF-pl mediante peptides 

truncados de la secuencia del peptide SEQ ID NO: 17, en ensayos de proUferaci^n 

con c£lulas Mv-l-Lu 
En este ejemplo se muestra la actividad inhibidora de algunos p6ptidos cuya 
secuencia de amino&cidos con5>rende entre 3 y 15 restos de aminodcidos consecutivos 
15 de una de las secuencias de amino&cidos de la invenci6n. 

Se ha comparado la actividad de p6ptidos truncados (derivados de la secuencia 
del p6ptido SEQ ID NO: 17) respecto a la secuencia completa, en cuanto a su capacidad 
para revertir el efecto rq)resor del TGF-pl. sobre la proliferaci6n de la Unea celular 
Mv-l-Lu. Para ello, y con la intenci6n de identificar la secuencia minima del p^ptido 
20 SEQ ID NO: 17 capaz de inhibir la actividad biol6gica del TGF-pi in vitro, se 
sintetizaron versiones truncadas de este peptide, per el extremo N- terminal, C- terminal 
o por ambos extremes. Los p^ptidos ensayados fueron obtenidos mediante sintesis 
peptidica siguiendo procedimientos convencionales (Merrifield RB. J Am Chem Soc 
1963; 85:2149-2154; Atherton E et al. J Chem Soc Perkin Trans 1981; 1:538-546). 
25 Siguiendo la misma metodologia descrita en el Ejemplo 2, se cuantific6 la actividad de 
los peptides truncados en el ensayo de proliferaci6n con c^lulas Mv-l-Lu, en 
comparacidn con la actividad de la secuencia completa de p6ptido SEQ ID NO: 17. 



■1 
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Tabla4 

Efecto de los p6ptidos truncados obtenidos de la secuencia del p£ptido SEQ ID NO: 
17 sobre la mliibici6ii de la actividad biol6gica in vitro del TGF-pl, calculado a 



partir del restablecimiento del crecimiento de la Unea Mv-l-Lu 





Secuencia 


% Inlubici6ii 


17 


KRIWFIPRSSWYERA 




. 24 (Tl) 


RIWFIPRSSWYERA 


9.4 ± 0.4 


25 (T2) 


RIWFIPRSSWYER 


6a ± 1.5 


26 (T3) 


IWFIPRSSWYERA 


4.5 ± 1,8 


27 (T4) 


IWFIPRSSWYE 


1,4 ± 2.5 


28 (T5) 


WFIPRSSWY 


3,1 ± 0,9 


29 (T6) 


WFIPRSSWYERA 


2.7 ± 1,8 


30 (T7) 


FIPRSSWYERA 


-0.3 ± 3,0 


31 (T8) 


IPRSSWYERA 


3.4 ± 1,4 


32 (T9) 


PRSSWYERA 


3.8 ± 1,6 


33 (TIO) 


KRIWFIPRSSWYER 


31,4 ± 7,0 


34 (Til) 


KRIWFIPRSSWY 


34.4 ± 7,9 


35 (T12) 


KRIWFIPRSS 


6,0+ 0.4 


36 (T13) 


KRIWFIPRS 


6.2+ 2.5 



Como se muestra en la Tabla 4, en este ensayo comparativo, la 
eliminaci6n de la lisina (K) del extremo N-tenninal, conlleva una perdida de actividad 
del p^ptido SEQ ED NO: 17, del 28,5% al 9,4%. For el contrario, la eliminacion de hasta 
3 aminodcidos del extremo C-terminal no afecta a la actividad del peptide. Por otro 
10 lado, la eliininaci6n de los amino^idos aromdticos, tirosina (Y) y tript6fano (W), 
elimina la actividad del p6ptido. Esto pennite reducir la secuencia original del p^ptido 
SEQ ID NO: 17 a una secuencia de 12 aminodcidos (KRIWFIPRSSWY) [SEQ ID NO: 
34] sin afectar a su actividad inhibitoria del TGF-pi in vitro. 
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REIVINDICACIONES 

S 1. Un p6ptido cuya secuoacia de amino&cidos coiiq>rende entie 3 y 15 restos de 

amino&cidos consecutivos de una secuencia de aminodcidos seleccionada entre la SEQ 
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 
6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, 
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, 

10 SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21 y 
SEQ ID NO: 22, y sus sales fannac6uticamente aceptables. 

2. P^ptido segun la reivindicacidn 1, cuya secuencia de amino&cidos comprende 
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 6 15 restos de amino&cidos consecutivos de una 

15 secuencia de aminoicidos seleccionada entre la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID 
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, 
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, 
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 22, y sus sales 

20 farmac^ticamente aceptables. 

3. P^ptido segun cualquiera de las reivindicaciones 16 2, que posee, ademas, la 
capacidad de unirse al factor transformante del crecimiento pi (TGF-pi). 
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4. P6ptido seg6n la reivindicacidn 3, seleccionado del grupo fonnado por los 
p6ptidos identificados por la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ED 
NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, 
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, 

5 SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, 
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, 
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, 
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, 
SEQ ID NO: 36, y sus sales farmac6uticainente aceptables. 

10 

5. P6ptido seg6n la ieivindicaci6n 3, que posee, ademds, la capacidad de inhibir, 
in vitro y/o in vivo, la actividad biol6gica del TGF-pi . 

6. Peptide segun la reivindicacidn 5, seleccionado del grupo formado por los 
15 p6ptidos identificados por la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID 

NO: 6, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID 
NO: 33, SEQ ID NO: 34, y sus sales farmac6uticamente aceptables. 

7. Una coniposici6n farmac^utica que comprende una cantidad terapeuticamente 
20 eficaz de xin peptide segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 junto con, al menos, 

un excipiente farmac^uticamente aceptable. 

8. Composici6n farmaceutica segun la reivindicaci6n 7, que comprende, al 
menos un p6ptido segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, junto con, 

25 opcionalmente, uno o mds, compuestos inhibidores del TGF-pi diferentes. 

9. Empleo de un peptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en la 
elaboracidn de un medicamento para el tratamiento de enfermedades o alteraciones 
patol6gicas asociadas con una expresion en exceso o desregulada de TGF-pi . 



30 
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10. Empleo seg6n la reivindicacidn 9, en el que dichas enfennedades o 
alteraciones patoldgicas asociadas con una expresi6n en exceso o desregulada de 
TGF-pi comprenden la fibrosis asociada con la p6rdida de funci6n de un 6rgano o un 
tejido, y las complicaciones qxiirurgicas y/o est^ticas. 

5 

11. Empleo segun la reivindicacidn 10, en el que dichas enfennedades o 
alteraciones patoldgicas asociadas con una expresidn en exceso o desregulada de TGF- 
pi comprenden fibrosis pulmonar, fibrosis hep&tica (cirrosis), fibrosis renal, fibrosis 
comeal, fibrosis asociada con la cirugfa cut&iea y peritoneal, fibrosis asociada con 

10 quemaduras, fibrosis osteo-articular o queloides. 

12. Una secuencia de ADN que codifica para im p6ptido segtin cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 6. 

IS 13. Una construccidn de ADN que comprende una secuencia de ADN segun la 

reivindicacidn 12. 

14. Construccidn de ADN segun la reivindicacidn 13 que comprende, ademds, 
operativamente unida, una secuencia reguladora de la expresidn de dicha secuencia de 

20 ADN. 

15. Un vector que comprende una secuencia de ADN segiin la reivindicacidn 12, 
o una construccidn de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 13 d 14. 

25 16. Una celula hospedadora que comprende una secuencia de ADN segun la 

reivindicacidn 12, o una construccidn de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones 
13 d 14, o un vector segun la reivindicacidn 15. 
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17. Un procedimiento para producir un p^tido seg6n cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 6, que comprende crecer una c^lula hospedadora segtin la 
reivindicacidn 16 bajo condiciones que permiten la produccidn de dicho p6ptido, y, si se 
desea, recuperar dicho peptide. 

5 

18. Empleo de una secuencia de ADN segCin la reivindicaci6n 12, o de una 
construcci6n de ADN segCin cualquiera de las reivindicaciones 13 6 14, en la 
elaboraci6n de vectores y c^lulas para el tratamiento de enfermedades y alteraciones 
patol6gicas asociadas con una expresi6n en exceso o desregulada del TGF-pl mediante 

10 terapia g^nica. 
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS 

[recibidas por la Oficina Internacional el 22 de didembre de 2004 (22.12.04); 
reivindicactones 1-18 reemplazadas por las retvindicadones 1-17 modificadas] 

MODIFICADO SEQON BL ARXfCULO 19; REIVIHDiaiCIOMES 

1. Un pgptido caracterizado porque posee capacldad de 
5 iinirse a TGP-Pl, cuya secuencia de aminoaeidos estS 

seleccionada entre una cualqulera de las SEQ ID NO: l 
- SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9 - SEQ ID NO: 22 y SEQ ID 
NO: 24 - SEQ ID NO: 36, o fragmeiit03 de los mi&mos de 
entre 3 y 15 amino&cldos, y sub sales 
10 f armaceuticanieiite aceptables. 

2. Peptldo segtin la reiviiidlcaci6ii 1, caracterizado 
porgue posee adem&s, la capacldad de inhibir in vitro 
y/o in vivo, la actividad bioldgica de TGF-pl. 

15 

3. Peptide segl^n una cualguiera de laa reivindicaciones 
1 o 2, seleccionado del grupo £ormado por los 
peptidos identif icados por la SEQ ID NO: 2, SEQ ID 
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 11, SEQ 

20 ID NO; 14, SEQ ID NO; 11, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 

33/ SEQ ID NO: 34, y sus sales fartnacSuticamente 
aceptables . 

4. Uso de un peptido con una secuencia de aminoaeidos 
25 seleccionada entre una cualguiera de las secuencias 

SEQ ID NO: la SEQ ID NO : 22, y SEQ ID NO: 24 a SEQ 
ID NO: 36, o fragmentos de entre 3 y 15 aminoaeidos 
de los mismos, y sus sales £armacSuticamente 
aceptables, en la elaboraci6n de una composicidn 
30 faannaceutica con capacidad de inbiblr la actividad 

biol6gica de TGP-pi. 
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5. Uso de un peptide segun la reivindicacion 4, en la 
elaboracioijL de xm medicamento para el tratataiento de 
enfenaedades o alteraciones patoldgicas asociadas con 
6 una expreBi6n en exceso o desregulada de TGP-pl- 

e. Uso de un peptide seg^ la reivindicaci6n 5, en el 
cjue dichas enfermedades o alteraciones pabol6gicas 
asociadas con una expresi5n en exceso o desregulada 
10 de comprenden la fibrosis asociada con la 

pSrdida de funcion de un 6rgano o un tejido, y las 
Gomplicaciones quirurgicas y/o esteticas. 

7 , Uso de un peptido segiin una de las reivindicaciones 5 
15 o 6, en el que dic]:xas enfermedades o alteraciones 

patol6giGas, asociadas con una expresion en exceso o 
desregulada de TGF-pi, estHa seleccionadas entre 
fibrosis pulmonar, fibrosis liep&tica (cirrosis) , 
fibrosis renal, fibrosis corneal, fibrosis asociada 
20 con la cirugia cutanea y peritoneal^ fibrosis 

asociada con quemaduras/ fibrosis osteo- articular o 
queloides . 

8, composicion f armaceutica que comprende una cantidad 
25 terapeuticamente eficaz de un peptido segun una 

cualquiera de las reivindicaciones i a 3, junto con, 
al menos, un excipiente farmaceuticamente aceptable. 

9, Coinposicion f armaceutica segl&n la reivindicacion a, 
30 que comprende al menos im peptido segun una 

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, junto con 
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uno o mfis, compuestos Inhlbidores de TGF-pl 
dlferentes de dichos pSptidos. 

10 . Secueucla de 2^N que codif lea para un peptido seglin 
5 una cualquiera de las reivindlcaciones 1 a 3 . 

11. Cons truce Ion de JUDN que comprende \ma jsecuencia de 
ADN segtin la reivindlcaci6n 10, 

10 12 . Construcci6n de 3a)U segtin la reivindicacion 11 que 
comprende, adein§s, operat:ivainente unida, una 
secuencia reguladora de la expresidn de dlcha 
secuencla de ADN. 

15 13. Vector cjue conprende una secuencia de ADN segtin la 
reivindicacion 10, o una construccion de ADN segun 
cualquiera de las reivindlcaciones li o 12. 

14 . Celula hospedadora que comprende una secuencia de ADH 
20 segtin la reivindicacion 10, o una construccl6n de ADN 

segun cualcpiiera de las reivindlcaciones 11 o 12, o 
un vector segiin la reivlndicacifin 13. 

15 . Procedlmlento para produclr un pSptido segtin 
25 cualquiera de las reivindlcaciones 1 a 3, 

caracterizado porque comprende crecer una c€lula 
hospedadora segtin la reivindicacion 14 bajo 
condiclones que permiten la produccion de diclio 
p€ptido, y su recuperaclon. 

30 
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16 - Uso de xmSL secuencia de ADN segun la reivindicaci6n 
10, o de tma construccion de ADW seg(in cualquiera de 
las reivindicaciones 11 o 12, para inhibir la 
actividad blol6gica de TGP-pl mediante terapia 
5 gexxlca. 

17 . Uso de una secuencia de ADN segtin la reivindicaci6n 
10, o de una consbrucci6n de ftDST segun cualquiera de 
las reivindicaciones ii o 12, en la elaboracion de 
10 vectores y celulas para el tratamiento de 

enfermedades y alteraciones patoldgicas asociadas con 
una expresidn en exceso o desregulada del TGF-(3l 
mediante terapia genica. 
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DgCLARACi6N SEGON EL ARTICULO 19f1\ 

Sollcitud de patente intemacional PCT/ES04/000320 ^ 

Sollcitante: FUNDACI6N PARA LA INVESTIGAC16N MEDICA APLICADA 

1 . La reivlndicacion 1 modificada mediante la fasl6n con la caracteristica de la 
reivlndicacion 3. 

2. La felvlndicacl6n 2 se ha ©liminado por ser redundante. 

3. La reivindicaddn 3 se ha ellmlnado por estar Inclulda dentro dela 1 , y por !o 
tanto se ha ellmlnado la relvindlcad6n 4 porque pasa a ser redundante. 

4. Las reivlndicadones 2 y 3 actuates corresponden a las relvlndicaciones 5 y 6 
anteriores. 

5. La reivlndicacion 4 posee soporte en la descripclon de la invenclon, 
concretannente en la paglna 11 llnea 29 a pagina 12 llnea 7. 

6. Las relvlndicaciones 5 a 7 corresponden a las reivlndicadones 9 a 11 
originates. 

7. Las reivlndicadones 8 y 9 corresponden a las reivlndicadones 7 y 8 originales. 

a. Las reivlndicadones 10 a 15 conesponden a las reivlndicadones 12 a 17 
originales. 

9. La reivlndicacion 16. puesto que se basa en la relvindicacldn 4, posee el mismo 
soporte en la descripcidn de la invencion, es dedr, en la pagina 1 1 Ifnea 29 
hasia la pagina 12 Unea 7. 

10. La reivlndicacion 17 corresponde a la reivlndicacion 18 original 
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Figura 1 




Figura 2 



HOJA DE REEMPLA20 (Regia ^6) 
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Fag 1 DBRXFWWSLRSAPGA 

Fag 6 ppyhrfwrghrhavq 
Fag 17 kriwfxprsswyera 

Fag 9 gwhsllhsryhriaa 

Fag 11 ^9HKYFLRRPLSVRTR 

Fag 13 rkwflqhbrmpvsvl 

Fag 1 5 gwitfhkrhhdrvls 
Fag 4 klahshrhrshvalt 

- Fag 21 HVRIiHHYLRHRSLPN 

' Fag 18 mplsryvtwlfshrpr 

- Fag 19 rhlshfkwlrshgld 

- Fag 7 hrishfahryu^rlh 
' Fag 14 sgreihlhrhhifslp 
. Fag 16 rIjHGHrshrfthvaq 

- Fag 3 rfftrfpwhyhasrl 

- Fag 5 rrwvrypvhlhspiv 

~ Fag 10 FVWVRFHRLPRQZYT 

- Fag 8 vvhwrhriplqlaagr 

Fag 20 RRFHFHSBMVAVDNS 

- Fag 22 vpmalnhgvyvmvss 



Figura 4 



HOJA DE REEWiPLAZO (Reala 26) 
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Figura 5 



HOJA DE REEMPLAZO (Regla26) 



wo 200S/019244 



5/5 



PCT/ES2004/000320 



MODELO DE DAT^O HEPAtICO AGUDO EN Balb/C 



Oh 



24h 



48h 



ADMINISTRACI6N 
VIA ORAL DE 

4 |il aceite de maiz / gm 



ADMINISTRACI6N 
ViAORALDE 

2 ^l CI4C / gm Vol. 1 : 1 en aceite de mafz 



CONTROLES 
SANOS 



CONTROLES 
DANTO AGUDO 



LU 



TRATADOS CON 
P^FTIDOS 



Admimstracion via IP de 500 
^ll de SJF. 1% DMSO cada 24h 



Admtnistracidn via IP de 50 
jAg/dosis en 500 pi de S.F. 
1% DMSO cada 24h 



72h SACRIFICIO DE LOS ANIMALES Y AISLAMIENTO DEL HIGADO 



Extracci6n del RNA a partir de 
muesttas de tejido hepitico 



CUANTIFICACI6N RNAm 
COLAGENO 
(PGR CUANnTATlVA) 



Figura 6 



HOJA DE REEMPLAZO (Regla26) 
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LISTADO DE SECUENCIAS 

<110> FUNDACI6N PARA LA INVESTIGACI6N MEDICA APLICADA 
(PIMA) 

<120> P^PTIDOS CON CAPACIDAD DE UNIRSE 7^ FACTOR 
TRANSF0RM2WrE DEL CRECIMIENTO betal (TGF-betal) 

<130> FIMA02007 

<150> ES 200302020 
<151> 2003-08-22 

<160> 36 

<170> Patentin version 3.1 



<210> SEQ ID NO: 1 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> P^ptido secuencla artificial 

<400> 1 

Asp Arg Arg lie Phe Trp Trp Ser Leu Arg Ser Ala Pro Gly Ala 
1 5 10 15 



<210> SEQ ID NO: 2 
<211> 15 
<212> PRT 

<:213> Piptido secuencia artificial 
<400> 2 

Asp Arg Arg lie Phe Trp Trp Ser Asn Arg Ser Ala Pro Gly Ala 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 3 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> PSptido secuencia artificial 



<400> 3 

Arg Phe Phe Thr Arg Phe Pro Trp His Tyr His Ala Ser Arg Leu 
15 10 15 
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<210> SEQ ID NO: 4 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> P6ptido secuencia artificial 
<400> 4 

Arg Leu Ala His Ser His Arg His Arg Ser His Val Ala Leu Thr 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 5 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial 
<400> 5 

Arg Arg Trp Val Arg Tyr Pro Val His Leu His Ser Pro lie Val 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 6 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial 
<400> 6 

Pro Pro Tyr His Arg Phe Trp Arg Gly His Arg His Ala Val Gin 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 7 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial 
<400> 7 

His Arg lie Ser His Phe Ala His Arg Tyr Leu Ala Arg Leu His 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 8 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> P6ptido secuencia artificial 
<400> 8 

Trp His Trp Arg His Arg lie Pro Leu Gin Leu Ala Ala Gly Arg 
15 10 15 
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<210> SEQ ID NO: 9 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial 
<400> 9 

Gly Trp His Ser Leu Leu His Ser Arg Tyr His Arg lie Ala Ala 
15 10 15 

<210> SEQ ID NO: 10 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> P6ptido secuencia artificial 
<400> 10 

Phe Val Trp Val Arg Phe His Arg Leu Pro Arg Gin lie Tyr Thr 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 11 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial 
<400> 11 

Trp His Lys Tyr Phe Leu Arg Arg Pro Leu Ser Val Arg Thr Arg 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 12 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial 
<400> 12 

Trp His Lys Tyr Phe Leu Arg Arg Pro Leu Ser Val Gly Leu Gly 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 13 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial 



<400> 13 



1 



wo 2005/019244 PCT/ES2004/000320 



Arg Lys Trp Phe Leu Gin His Arg Arg Met Pro Val Ser Val Leu 



10 



15 



<210> SEQ ID NO: 14 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Peptido secuencia artificial 
<400> 14 

Ser Gly Arg Arg His Leu His Arg His His lie Phe Ser Leu Pro 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 15 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Peptido secuencia artificial 
<400> 15 

Gly Trp lie Thr Phe His Arg Arg His His Asp Arg Val Leu Ser 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 16 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> P6ptido secuencia artificial 
<400> 16 

Arg Leu His Gly His Arg Ser His Arg Phe Thr His Val Ala Gin 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 17 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> P6ptido secuencia artificial 
<400> 17 

Lys Arg lie Trp Phe lie Pro Arg Ser Ser Trp Tyr Glu Arg Ala 
15 10 15 



<210> 
<211> 
<212> 



SEQ ID NO: 18 

15 

PRT 
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<213> P6ptido secuencia artificial 
<400> 18 

Met Pro Leu Ser Arg Tyr Trp Trp Leu Phe Ser His Arg Pro Arg 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 19 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Peptido secuencia artificial 
<400> 19 

Arg His Leu Ser His Phe Lys Trp Leu Arg Ser His Gly Leu Asp 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 20 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Peptido secuencia artificial 
<400> 20 

Arg Arg Phe His Phe His Ser Arg Met Val Ala Val Asp Asn Ser 
15 10 15 



<210> SEQ ID NO: 21 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Peptido secuencia artificial 
<400> 21 

His Val Arg Leu His His Tyr Leu Arg His Arg Ser Leu Pro Asn 
15 10 15 

<210> SEQ ID NO: 22 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> P6ptido secuencia artificial 

<400> 22 

Val Pro Met Ala Leu Asn His Gly Val Tyr Val Met Val Ser Ser 
1 5 10 15 
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<210> SEQ ID NO: 23 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Secuencia artificial 

<223> 01igonucle6tido iniciador fdtetl5-mer 
<400> 23 

TGAATTTTCT GTATGAGG 18 



<210> SEQ ID NO: 24 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> P6ptido secuencia artificial obtenido per truncado 
del peptide SEQ ID NO: 17 
<400> 24 

Arg lie Trp Phe lie Pro Arg Ser Ser Trp Tyr Glu Arg Ala 
15 10 



<210> SEQ ID NO: 25 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial obtenido por truncado 
del peptido SEQ ID NO: 17 

<400> 25 

Arg lie Trp Phe lie Pro Arg Ser Ser Trp Tyr Glu Arg 
15 10 



<210> SEQ ID NO: 26 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Peptido secuencia artificial obtenido por truncado 
del peptido SEQ ID NO: 17 



<400> 26 

lie Trp Phe lie Pro Arg Ser Ser Trp Tyr Glu Arg Ala 
15 10 
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<210> SEQ ID NO: 27 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial obtenido por truncado 
del peptide SEQ ID NO: 17 
<400> 27 

lie Trp Phe lie Pro Arg Ser Ser Trp Tyr Glu 
15 10 



<210> SEQ ID NO: 28 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial obtenido por truncado 
del p6ptido SEQ ID NO: 17 

<400> 28 

Trp Phe lie Pro Arg Ser Ser Trp Tyr 
1 5 



<210> SEQ ID NO: 29 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> P6ptido secuencia artificial obtenido por truncado 
del p6ptido SEQ ID NO: 17 

<400> 29 

Trp Phe lie Pro Arg Ser Ser Trp Tyr Glu Arg Ala 
15 10 



<210> SEQ ID NO: 30 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial obtenido por truncado 
del p6ptido SEQ ID NO: 17 



<400> 30 

Phe lie Pro Arg Ser Ser Trp Tyr Glu Arg Ala 
15 10 
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<210> SEQ ID NO: 31 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> P6ptido secuencia artificial obtenido por truncado 
del p6ptido SEQ ID NO: 17 

<400> 31 

lie Pro Arg Ser Ser Trp Tyr Glu Arg Ala 
15 10 



<210> SEQ ID NO: 32 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial obtenido por truncado 
del p6ptido SEQ ID NO: 17 

<400> 32 

Pro Arg Ser Ser Trp Tyr Glu Arg Ala 
1 5 



<210> SEQ ID NO: 33 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial obtenido por truncado 
del p6ptido SEQ ID NO: 17 

<400> 33 

Lys Arg lie Trp Phe lie Pro Arg Ser Ser Trp Tyr Glu Arg 
15 10 



<210> SEQ ID NO: 34 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Peptide secuencia artificial obtenido por truncado 
del p6ptido SEQ ID NO: 17 



<400> 34 

Lys Arg lie Trp Phe lie Pro Arg Ser Ser Trp Tyr 
15 10 
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<210> SEQ ID NO: 35 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Peptido secuencia artificial obtenido por truncado 
del peptido SEQ ID NO: 17 

<400> 35 

Lys Arg lie Trp Phe lie Pro Arg Ser Ser 
15 10 



<210> SEQ ID NO: 36 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Peptido secuencia artificial obtenido por truncado 
del p6ptido SEQ ID NO: 17 

<400> 36 

Lys Arg lie Trp Phe lie Pro Arg Ser 
1 5 
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I. □ Las rcivindicaciones n": 
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Rfigla 6.3.ii PCX. j i' • 

3. Q Las reivindicaciones n*": 

son reivindicaciones dq)endientes y no esttn rcdactadas de confonnidad con los ptoafos segundo y tercero de la regla 6.4.a). 



Recuadro m Observadones cuando falta unidad de invencidn (Continuacidn del punto 3 de la primera hoja) 



La Admimstraci6n encargada de la Blisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presents solicitud internacional, a saber 
Invencion 1.- P6ptidos de SEQ ID n^ 1-16, 18-22 con capacida de unirse a TGF-pi. 
Invenci6n 2.- P6ptidos de SEQ ID n** 17, 24-36 con capacidad de unirse a TGF-pi 



L □ padoquetodaslastasasadidonaleshansidosatisfechasporelsolicitante 

internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda. 



2. 
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mfonne de busqueda mtemacional se limita a la invenci6n mencionada en primer tdnnino en las reivindicaciones. cubierta por 
lasreivmdicacionesn : *^ 



Indicacidn en cuanto a la protesta □ Las tasas adicionales ban sido acompafiadas de una protesta por parte del solicitante. 

n B\ pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta. 
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